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(57)【要約】
【課題】　溶離液（バッファ）の種類が増大しても高圧
状態での切り替え回数を最小限にできる（圧力変動を最
小限にできる）流路系を提供すること。
【解決手段】　押出液を送液する送液手段と、第１の溶
液を充填可能なループと前記ループに第１の溶液を充填
する第１の充填手段とを設け第１の充填手段で第１の溶
液を前記ループに充填可能な状態と前記ループに充填し
た第１の溶液を送液手段で送液された押出液により送液
可能な状態とを切り替え可能な第１の流路切り替え手段
と、第ｎ（ｎは２以上）の溶液を充填可能なループと前
記ループに第ｎの溶液を充填する第ｎの充填手段とを設
け第ｎの充填手段で第ｎの溶液を前記ループに充填可能
な状態と前記ループに充填した第ｎの溶液を送液手段で
送液された押出液により送液可能な状態とを切り替え可
能な第ｎの流路切り替え手段と、を備え、第ｎの流路切
り替え手段を、第（ｎ－１）の流路切り替え手段に設け
たループに備えた、流路系により、前記課題を解決する
。
【選択図】　図２２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
押出液を送液する送液手段と、
第１の溶液を充填可能なループと前記ループに第１の溶液を充填する第１の充填手段とを
設け、第１の充填手段で第１の溶液を前記ループに充填可能な状態と前記ループに充填し
た第１の溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切り替え可能な、
第１の流路切り替え手段と、
第ｎ（ｎは２以上）の溶液を充填可能なループと前記ループに第ｎの溶液を充填する第ｎ
の充填手段とを設け、第ｎの充填手段で第ｎの溶液を前記ループに充填可能な状態と前記
ループに充填した第ｎの溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切
り替え可能な、第ｎの流路切り替え手段と、
を備えた流路系であって、
第ｎの流路切り替え手段を、第（ｎ－１）の流路切り替え手段に設けたループに備えた、
前記流路系。
【請求項２】
試料を充填可能なループと前記ループに試料を充填する試料充填手段とを設けた試料導入
手段を、さらに第１の流路切り替え手段出口側に備えた、請求項１に記載の流路系。
【請求項３】
試料を充填可能なループと前記ループに試料を充填する試料充填手段とを設けた試料導入
手段を、さらに第１の流路切り替え手段に設けたループに備えた、請求項１に記載の流路
系。
【請求項４】
押出液を送液する送液手段と、
第１の溶液を充填可能なループと前記ループに第１の溶液を充填する第１の充填手段とを
設け、第１の充填手段で第１の溶液を前記ループに充填可能な状態と前記ループに充填し
た第１の溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切り替え可能な、
第１の流路切り替え手段と、
第ｎ（ｎは２以上）の溶液を充填可能なループと前記ループに第ｎの溶液を充填する第ｎ
の充填手段とを設け、第ｎの充填手段で第ｎの溶液を前記ループに充填可能な状態と前記
ループに充填した第ｎの溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切
り替え可能な、第ｎの流路切り替え手段と、
を備え、第ｎの流路切り替え手段を第（ｎ－１）の流路切り替え手段に設けたループに備
えた、流路系と、
試料を充填可能なループと前記ループに試料を充填する試料充填手段とを設けた試料導入
手段と、
分析カラムおよび検出器と、
を備えた液体クロマトグラフ装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、液体クロマトグラフ装置において溶離液のグラジエントを送液するための流
路系に関する。特に本発明の流路系は、微小流量液体クロマトグラフィにおいてステップ
グラジエントを送液する際に好ましく使用することができる。
【背景技術】
【０００２】
　液体クロマトグラフィにおいて、目的成分を溶出させる方法としては、単一の溶離液（
バッファ）を用いて溶出させるアイソクラティック溶出法と、溶離液（バッファ）の組成
を変化させて溶出させるグラジエント溶出法とに大別される。このうち、後者のグラジエ
ント溶出法は、分離できる試料成分の範囲が広いことから、液体クロマトグラフィを用い
た分析で多く用いられている。
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【０００３】
　グラジエント溶出法は、分析時間中に何らかの方法により溶離液（バッファ）の組成を
変化させて、試料中の目的成分を溶出させる。溶離液（バッファ）の組成を変化させる方
法の一例として、組成の異なる複数の溶離液（バッファ）と前記溶離液に対応する送液ポ
ンプとを並列に配置し、総流量を一定に保ちながら各ポンプの流量を制御することで組成
を変化させる、高圧グラジエント（吐出グラジエント）法があげられる。２種類の溶離液
（バッファ）（１０ａ、１０ｂ）を２台の送液ポンプ（３１ａ、３１ｂ）で流量制御した
場合の、高圧グラジエント送液装置の一態様を図１に、図１の装置で作成したグラジエン
トプロファイルの一例を図２に、それぞれ示す。溶離液（バッファ）の組成を変化させる
方法の別の例として、１台のポンプで組成の異なる複数の溶離液（バッファ）を送液して
組成を変化させる、低圧グラジエント（吸引グラジエント）法があげられる。低圧グラジ
エント（吸引グラジエント）法では、送液ポンプの吸引側に複数の溶離液（バッファ）を
選択可能な切り替え手段（例えば電磁弁など）を設け、送液する溶離液（バッファ）を選
択する。低圧グラジエント送液装置の一態様として、３種類（１０ａ、１０ｂ、１０ｃ）
の溶離液（バッファ）を電磁弁（５３ａ、５３ｂ、５３ｃ）を用いて切り替える装置を図
３に、図３の装置で作成したグラジエントプロファイルの一例を図４に、それぞれ示す。
高圧グラジエント（吐出グラジエント）法は、溶離液（バッファ）組成を自由に変化させ
ることができるものの、装置自体が高価であることから、研究や探索目的で使用されるこ
とが多い。一方低圧グラジエント（吸引グラジエント）法は、組成変化が溶離液（バッフ
ァ）数に限定されるものの、装置自体は安価であることから、分析対象が決まっているル
ーチン分析に使用されることが多い。
【０００４】
　汎用液体クロマトグラフィでは、分析カラムに送液する溶離液（バッファ）の流速を毎
分１ｍＬ程度とするため、グラジエント溶出法で目的成分を溶出させる場合、高圧グラジ
エント法を用いてもよいし、低圧グラジエント法を用いてもよく、目的に応じて、より適
切なグラジエント法を選択すればよい。
【０００５】
　しかしながら、分析カラムサイズを微小化する傾向がある近年の液体クロマトグラフィ
では、分析カラムに送液する溶離液（バッファ）の流速が毎分数μＬから数十μＬ程度ま
で低下する。そのため、前述した高圧グラジエント法または低圧グラジエント法をそのま
ま適用することは困難である。その理由として、高圧グラジエント法の場合、分析カラム
に送液する溶離液（バッファ）の流速を毎分数十μＬで分析を行なうには、その１００分
の１の流速であっても一定の流量精度を維持するポンプが必要であり、装置設計が困難と
なるからである。一方、低圧グラジエント法の場合、送液ポンプの上流側に設けた切り替
え手段で溶離液（バッファ）を切り替えるため、切り替え手段－ポンプ－カラム間の容量
分だけ、溶離液（バッファ）の切り替えに遅れが生じるが、分析カラムへ導入する溶離液
（バッファ）の流速を毎分数十μＬで分析を行なうと、切り替え手段－ポンプ－カラム間
の容量が数百μＬ程度であっても遅れが１０分程度生じるため、事実上分析自体が困難と
なるからである。
【０００６】
　溶離液（バッファ）の流速を毎分数十μＬとする液体クロマトグラフィでグラジエント
溶出を行なう方法がいくつか提案されている。特許文献１は、あらかじめ分析系と分断し
た状態で、シリンジポンプ内にグラジエントプロファイルを作成後、分析開始と同時にシ
リンジポンプと分析系とを接続し、分析カラムに送液する溶離液の組成変化を行なわせる
グラジエント溶出法を開示している。しかしながら、特許文献１の方法は、１分析毎にシ
リンジポンプと分析系との接続／切断操作が必要であるため再現性が悪化する問題がある
。また、高圧カラムを使用する場合、分析開始と同時に圧力低下が発生するため、元の圧
力に戻るまでの時間、正確な測定ができない、という問題もある。
【０００７】
　特許文献２は、ナノフローレベル（ｎＬ／分）のリニアグラジエント溶出を安定的かつ
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連続的に達成する装置を開示している。ともに容量１μＬ程度の第１および第２のループ
を備えた流路切り替えバルブに、低圧グラジエントによる混合溶媒を供給するマイクロフ
ローレベル（μＬ／分）の第１のポンプ、および作動液（押出液）を供給するナノフロー
レベル（ｎＬ／分）の第２のポンプをそれぞれ流路接続する。第１のループに第１のポン
プから混合溶媒を満たす一方で第２のループに第２のポンプから押出液を注入する第１の
状態と、第２のループに第１のポンプから混合溶媒を満たす一方で第１のループに第２の
ポンプから押出液を注入する第２の状態と、を交互に切り替える。このバルブ切り替え操
作をたとえば１分間隔で繰り返すことにより、第１のポンプから供給される瞬間的な組成
のグラジエント溶媒を１分ごとに抜き取って階段状の溶媒グラジエントを発生させること
ができる。特許文献２に開示の装置は、あらかじめグラジエントプロファイルを作成して
おく必要はなく、連続運転に適しているが、溶媒の消費量が比較的多く、バルブ切り替え
を頻繁に行なう必要がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】ＷＯ２００９／１５１０９６号
【特許文献２】特開２００６－２２７０２９号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　前述した方法以外にも、流路切り替えバルブのスイッチングを用いたグラジエント溶出
法がある。図５は、３種類の溶離液（バッファ）を用いたステップグラジエント送液装置
を備えた、液体クロマトグラフ装置の一例を示している。前記装置は、
溶離液Ａ（バッファＡ）（１０ａ）を送液する送液ポンプ（３１）と、
溶離液Ｂ（バッファＢ）（１０ｂ）を分析カラムへ導入するための流路切り替えバルブ（
５２ｂ）と、
溶離液Ｃ（バッファＣ）（１０ｃ）を分析カラムへ導入するための流路切り替えバルブ（
５２ｃ）と、
試料（２０）を分析カラムへ導入するための試料導入バルブ（５１）と、
分析カラム（７０）と、
カラム恒温槽（８０）と、
検出器（９０）と、
を備え、送液ポンプ（３１）、流路切り替えバルブ（５２ｃ）、流路切り替えバルブ（５
２ｂ）、試料導入バルブ（５１）、分析カラム（７０）、検出器（９０）の順に直鎖上に
連結している。試料導入バルブ（５１）および流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）は
、通常液体クロマトグラフ装置で用いられる、二位置切り替え六方バルブを用いることが
できる。前記六方バルブは、充填手段（不図示）でバルブに設けたループに溶離液（バッ
ファ）または試料を充填可能な状態（ＯＦＦ状態）と、前記ループに充填した溶離液（バ
ッファ）または試料を分析カラムへ導入可能な状態（ＯＮ状態）と、を切り替えることが
できる。
【００１０】
　初期化工程（平衡化工程）（図６ａ）では、流路切り替えバルブ（５２ｃ）、流路切り
替えバルブ（５２ｂ）、試料導入バルブ（５１）はいずれもＯＦＦ状態とし、流路切り替
えバルブ（５２ｂ）に設けたループ（６２ｂ）にバッファＢ（１０ｂ）を、流路切り替え
バルブ（５２ｃ）に設けたループ（６２ｃ）にバッファＣを、試料導入バルブ（５１）に
設けたループ（６１）に試料を、それぞれポンプやシリンジなどの充填手段を用いて充填
する（図６ａ）。初期化工程（平衡化工程）では、分析カラム（７０）へはバッファＡ（
１０ａ）のみが導入される。バッファＡによる平衡化完了後、試料導入バルブ（５１）を
ＯＮ状態にし、ループ（６１）に充填した試料（２０）をバッファＡで押し出す形で分析
カラム（７０）に導入する。一定時間後、試料導入バルブ（５１）をＯＦＦ状態にすると



(5) JP 2012-117934 A 2012.6.21

10

20

30

40

50

ともに流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＮ状態にし、ループ（６２ｂ）に充填したバッ
ファＢをバッファＡで押し出す形で分析カラム（７０）に導入する（図６ｂ）。さらに一
定時間後、流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態にするとともに流路切り替えバル
ブ（５２ｂ）をＯＮ状態にし、ループ（６２ｃ）内に充填したバッファＣをバッファＡで
押し出す形で分析カラム（７０）に導入する（図６ｃ）。これら一連の工程により、バッ
ファＡ、バッファＢ、バッファＣの順にステップグラジエント溶出を行なうことができる
。
【００１１】
　当該溶出法は、従来から知られている低圧グラジエント法と比較して、流路切り替えバ
ルブから分析カラムまでのデットボリュームを大幅に少なくすることができるため、微小
化したカラムを用いた液体クロマトグラフィにおけるグラジエント溶出法として適してい
る。しかしながら、当該溶出法は、溶離液（バッファ）を切り替える度に、バルブの切り
替えが伴う。例えば、図５の装置で溶離液（バッファ）が５種類の場合は、高圧状態で最
低５回、流路切り替え操作が必要となる。流路切り替えバルブにおける流路切り替え時に
は、一時的に流路が閉塞するため、クロマトグラム圧力変動に由来するスパイク状のノイ
ズが発生する。従来の液体クロマトグラフィのように比較的圧力が低い状態で使用する場
合は特に問題ないが、近年主流になりつつある数μｍオーダーの充填材を使用したＵＰＬ
Ｃ（Ｕｌｔｒａ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ
ｙ）用カラムでは、通常使用時でも圧力が数十ＭＰａ程度になる。そのため、ＵＰＬＣ用
カラムを用いた液体クロマトグラフィにおいて当該溶出法を採用すると、切り替え時の圧
力変動が大きくなるため、前記変動に由来するクロマトグラムのノイズも大きくなり、分
析精度へ悪影響を及ぼす問題がある。
【００１２】
　そこで本発明は、液体クロマトグラフィ装置においてステップグラジエントを作成し送
液するための流路系であって、溶離液（バッファ）の種類が増大しても高圧状態での切り
替え回数を最小限にできる（圧力変動を最小限にできる）流路系を提供することを目的と
する。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　前記目的を達成するためになされた本発明は、以下の態様を包含する。
【００１４】
　本発明の第一の態様は、
押出液を送液する送液手段と、
第１の溶液を充填可能なループと前記ループに第１の溶液を充填する第１の充填手段とを
設け、第１の充填手段で第１の溶液を前記ループに充填可能な状態と前記ループに充填し
た第１の溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切り替え可能な、
第１の流路切り替え手段と、
第ｎ（ｎは２以上）の溶液を充填可能なループと前記ループに第ｎの溶液を充填する第ｎ
の充填手段とを設け、第ｎの充填手段で第ｎの溶液を前記ループに充填可能な状態と前記
ループに充填した第ｎの溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切
り替え可能な、第ｎの流路切り替え手段と、
を備えた流路系であって、
第ｎの流路切り替え手段を、第（ｎ－１）の流路切り替え手段に設けたループに備えた、
前記流路系である。
【００１５】
　本発明の第二の態様は、試料を充填可能なループと前記ループに試料を充填する試料充
填手段とを設けた試料導入手段を、さらに第１の流路切り替え手段出口側に備えた、前記
第一の態様に記載の流路系である。
【００１６】
　本発明の第三の態様は、試料を充填可能なループと前記ループに試料を充填する試料充
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填手段とを設けた試料導入手段を、さらに第１の流路切り替え手段に設けたループに備え
た、前記第一の態様に記載の流路系である。
【００１７】
　本発明の第四の態様は、
押出液を送液する送液手段と、
第１の溶液を充填可能なループと前記ループに第１の溶液を充填する第１の充填手段とを
設け、第１の充填手段で第１の溶液を前記ループに充填可能な状態と前記ループに充填し
た第１の溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切り替え可能な、
第１の流路切り替え手段と、
第ｎ（ｎは２以上）の溶液を充填可能なループと前記ループに第ｎの溶液を充填する第ｎ
の充填手段とを設け、第ｎの充填手段で第ｎの溶液を前記ループに充填可能な状態と前記
ループに充填した第ｎの溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切
り替え可能な、第ｎの流路切り替え手段と、
を備え、第ｎの流路切り替え手段を第（ｎ－１）の流路切り替え手段に設けたループに備
えた、流路系と、
試料を充填可能なループと前記ループに試料を充填する試料充填手段とを設けた試料導入
手段と、
分析カラムおよび検出器と、
を備えた液体クロマトグラフ装置である。
【００１８】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１９】
　本発明の流路系に備える流路切り替え手段は、前記手段に設けた充填手段により前記手
段に設けたループに溶液（例えば、溶離液やバッファなど）を充填可能な状態（ＯＦＦ状
態）と、前記ループに充填した溶液（例えば、溶離液やバッファなど）を本発明の流路系
に備えた送液手段により送液された押出液により送液先へ送液可能な状態（ＯＮ状態）と
、を相互に切り替え可能な手段であればよい。また、本発明の流路系に備える試料導入手
段は、前記手段に設けた試料充填手段により前記手段に設けたループに試料を充填可能な
状態（ＯＦＦ状態）と、前記ループに充填した試料を本発明の流路系に備えた送液手段に
より送液された押出液により送液先へ送液可能な状態（ＯＮ状態）と、を相互に切り替え
可能な手段であればよい。なお、ここでいう送液先へ送液可能な状態とは、本発明の流路
系を液体クロマトグラフ装置に備える場合、溶液または試料を分析カラムおよび検出器へ
導入可能な状態のことをいう。本発明の流路系に備える流路切り替え手段および試料導入
手段の一例として、液体クロマトグラフィで通常用いられる、二位置切り替え六方バルブ
があげられる。
【００２０】
　本発明の液体クロマトグラフ装置において、流路系に備える押出液を送液する送液手段
は、第１の流路切り替え手段がＯＦＦ状態では、押出液を直接分析カラムおよび検出器へ
導入可能な手段であり、第１の流路切り替え手段がＯＮ状態では、押出液で押し出す形で
、第１から第ｎ（ｎは２以上）の流路切り替え手段に設けたループに充填された溶離液（
バッファ）を分析カラムおよび検出器へ導入可能な手段である。前記送液手段の一例とし
て、液体クロマトグラフィで通常用いられる、プランジャポンプがあげられる。
【００２１】
　本発明の流路系によるグラジエント作成の概念図を図７に示す。本発明の流路系は、あ
らかじめ低圧下（例えば大気圧下）で、流路切り替え手段（バルブ）（５２）に設けたル
ープ（６２）に溶離液Ａ（バッファＡ：本発明では押出液に相当する）を除いたグラジエ
ントプロファイルを作成後、流路切り替え手段（バルブ）（５２）による流路切り替えを
一度行なうことで、バッファＡにより前記グラジエントプロファイルを送液先へ送液可能
な（図７に示す液体クロマトグラフ装置の場合、分析カラムおよび検出器へ導入可能な）
流路系である。本発明の流路系は、ステップグラジエント溶出におけるステップ数（すな
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わち溶離液数）が増大しても、流路の切り替え回数は最小限で済むため、流路切り替えに
伴う圧力変動も最小限に抑えられる。よって、分析精度や検出器のベースラインに及ぼす
影響も最小限に抑えることができる。
【００２２】
　本発明の流路系の一態様を図８および図９に示す。図８ａは３種類の溶離液（バッファ
）を用いたときの、図８ｂは４種類の溶離液（バッファ）を用いたときの、図９ａは５種
類の溶離液（バッファ）を用いたときの、図９ｂはｎ種類の溶離液（バッファ）を用いた
ときの、本発明の流路系の一態様をそれぞれ示した図である。なお、図８および図９にお
いて、溶離液Ａ（バッファＡ）は押出液を兼ねている。また、図８ａと図８ｂは本発明の
流路系と、分析カラム（７０）と、カラム恒温槽（８０）と、検出器（９０）と、を備え
た液体クロマトグラフ装置の形で示している。代表して図８ａについて詳細に説明する。
図８ａの流路系は、
溶離液Ａ（バッファＡ：押出液を兼ねる）（１０ａ）を送液する送液ポンプ（３１）と、
溶離液Ｂ（バッファＢ）（１０ｂ）を分析カラムへ導入するための第１の流路切り替えバ
ルブ（５２ｂ）と、
溶離液Ｃ（バッファＣ）（１０ｃ）を分析カラムへ導入するための第２の流路切り替えバ
ルブ（５２ｃ）と、
第１の流路切り替えバルブ出口側に設けた、試料（２０）を分析カラムへ導入するための
試料導入バルブ（５１）と、
バッファＢを充填可能なループ（６２ｂ）と、
バッファＣを充填可能なループ（６２ｃ）と、
試料を充填可能なループ（６１）と、
を備え、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）は第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に
設けたループ（６２ｂ）に設けている。第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）、第２の流
路切り替えバルブ（５２ｃ）、および試料導入バルブ（５１）は、通常液体クロマトグラ
フィで用いられる、二位置切り替え六方バルブを用いることができる。
【００２３】
　図８ａのうち、流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）付近を拡大した図を図１０に示
す。初期化工程（平衡化工程）では、送液ポンプ（３１）により送液されたバッファＡ（
１０ａ）は第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設けたポートＰＢ１からＰＢ２を経由
し分析カラム（７０）へ導入される。第１の充填手段（不図示）により送液されたバッフ
ァＢ（１０ｂ）は第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設けたポートＰＢ５からＰＢ６
、ループ（６２ｂ）に設けた、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）に設けたポートＰＣ
１からＰＣ２、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設けたポートＰＢ３からＰＢ４、
を経由後、廃液として排出され、これによりループ（６２ｂ）を含めた、第１の流路切り
替えバルブ（５２ｂ）に設けたポートＰＢ５からＰＢ４までの流路がバッファＢで充填さ
れることになる。なお、実際に分析カラムに導入するバッファＢは、ループ（６２ｂ）に
充填したバッファＢのうち、ポートＰＣ２からポートＰＢ３までのループに充填されたバ
ッファＢである。第２の充填手段（不図示）により送液されたバッファＣ（１０ｃ）は第
２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）に設けたポートＰＣ５からＰＣ６、ループ（６２ｃ）
、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）に設けたポートＰＣ３からＰＣ４、を経由後、廃
液として排出され、これによりループ（６２ｃ）を含めた、第２の流路切り替えバルブ（
５２ｃ）に設けたポートＰＣ５からＰＣ４までの流路がバッファＣで充填されることにな
る。なお、実際に分析カラムに導入するバッファＣは、ループ（６２ｃ）に充填されたバ
ッファＣである。バッファＢをループ（６２ｂ）に充填するための第１の充填手段および
バッファＣをループ（６２ｃ）に充填するための第２の充填手段に特に制限はなく、一例
としてシリンジやポンプがあげられる。また、充填方法も特に制限はなく、シリンジなど
を用いて手動で充填してもよいし、ポンプなどの自動送液手段を用いて充填してもよい。
【００２４】
　図８ａ（図１０）に示す、本発明の流路系を備えた液体クロマトグラフ装置を用いた、



(8) JP 2012-117934 A 2012.6.21

10

20

30

40

50

グラジエント溶出法について図１１および図１２を用いて詳細に説明する。
【００２５】
　工程１　初期化およびバッファＢ／Ｃ／試料充填工程（図１１ａ）
　２つの流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）および試料導入バルブ（５１）をＯＦＦ
状態とし、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設けたループ（６２ｂ）にバッファＢ
を、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）に設けたループ（６２ｃ）にバッファＣを、試
料導入バルブ（５１）に接続したループ（６１）に試料を、充填手段（不図示）を用いて
それぞれ充填する。なお、バッファＡは第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）、試料導入
バルブ（５１）を経由し、分析カラム（７０）へ導入される。
【００２６】
　工程２　試料導入工程（図１１ｂ）
　バッファＡによる分析カラム（７０）平衡化およびバッファＢ／Ｃ／試料のループへの
充填完了後、試料導入バルブ（５１）をＯＮ状態にすることで、ループ（６１）に充填し
た試料をバッファＡ（押出液）で押し出す形で分析カラム（７０）に導入し、バッファＡ
による試料成分の溶出を開始する。
【００２７】
　工程３　バッファＢ／Ｃ連結工程（図１２ａ）
　第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）をＯＮ状態にし、バッファＢを充填したループ（
６２ｂ）とバッファＣを充填したループ（６２ｃ）とを連結する。なお、本操作は低圧下
（例えば、大気圧下）で行なうため、操作に伴うループ（６２ｂ、６２ｃ）内の圧力変動
は生じない。
【００２８】
　工程４　バッファＢ／Ｃ導入工程（図１２ｂ）
　工程２の操作から一定時間経過後、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＮ状態に
し、バッファＡを送液する流路と工程３で連結したバッファＢおよびバッファＣを充填し
た流路（すなわちループ（６２ｂ）およびループ（６２ｃ））とを連結する。これにより
、バッファＡ（押出液）で押し出される形でバッファＢ、バッファＣの順に分析カラム（
７０）へ導入され、バッファＢによる試料成分の溶出、引き続きバッファＣによる試料成
分の溶出を行なう。
【００２９】
　なお、前記工程のうち、工程２（試料導入工程）と工程３（バッファＢ／Ｃ連結工程）
は逆に行なってもよい。
【００３０】
　図８（図１０）に示す本発明の流路系において、分析カラムに導入するバッファの流速
をＦ、バッファＡによる試料成分の溶出を開始（工程２）してから第１の流路切り替えバ
ルブ（５２ｂ）をＯＮ状態にする（工程４）までの時間をＴ１、バッファＢを充填するル
ープ（６２ｂ）のうち分析カラムへ導入される容量（図１０のポートＰＣ２からポートＰ
Ｂ３までに充填されたバッファＢの容量）をＶｂ、バッファＣを充填するループ（６２ｃ
）の容量をＶｃとし、配管のデットボリュームを無視すると、分析カラムへの導入時間は
、バッファＡでＴ１、バッファＢでＶｂ／Ｆ、バッファＣでＶｃ／Ｆとなる。一例として
、Ｆが毎分１０μＬ、Ｔ１が５分、Ｖｂが３０μＬ、Ｖｃが６０μＬとすると、分析カラ
ムへの導入時間は、バッファＡで５分、バッファＢで３分（３０／１０）、バッファＣで
６分（６０／１０）となる。
【００３１】
　本発明の流路系の別の態様を図１３および図１４に示す。図１３ａは３種類の溶離液（
バッファ）を用いたときの、図１３ｂは４種類の溶離液（バッファ）を用いたときの、図
１４ａは５種類の溶離液（バッファ）を用いたときの、図１４ｂはｎ種類の溶離液（バッ
ファ）を用いたときの、本発明の流路系の別の態様をそれぞれ示した図である。なお、図
１３および図１４において、溶離液Ａ（バッファＡ）は押出液を兼ねている。また、図１
３および図１４では本発明の流路系と、分析カラム（７０）と、検出器（９０）と、を備
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えた液体クロマトグラフ装置の形で示している。代表して図１３ａについて詳細に説明す
る。図１３ａの流路系は、
溶離液Ａ（バッファＡ：押出液を兼ねる）（１０ａ）を送液する送液ポンプ（３１）と、
溶離液Ｂ（バッファＢ）（１０ｂ）を分析カラムへ導入するための第１の流路切り替えバ
ルブ（５２ｂ）と、
溶離液Ｃ（バッファＣ）（１０ｃ）を分析カラムへ導入するための第２の流路切り替えバ
ルブ（５２ｃ）と、
試料（２０）を分析カラムへ導入するための試料導入バルブ（５１）と、
バッファＢを充填可能なループ（６２ｂａ、６２ｂｂ、６２ｂｃ）と、
バッファＣを充填可能なループ（６２ｃ）と、
試料を充填可能なループ（６１）と、
を備え、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）は第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に
設けたループ（６２ｂｂ）とループ（６２ｂｃ）との間に設けており、試料導入バルブ（
５１）は第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設けたループ（６２ｂａ）とループ（６
２ｂｂ）との間に設けている。第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）、第２の流路切り替
えバルブ（５２ｃ）、および試料導入バルブ（５１）は、通常液体クロマトグラフィで用
いられる、二位置切り替え六方バルブを用いることができる。
【００３２】
　図１３ａのうち、流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）および試料導入バルブ（５１
）付近を拡大した図を図１５に示す。初期化工程（平衡化工程）では、送液ポンプ（３１
）により送液されたバッファＡ（１０ａ）は第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設け
たポートＰＢ１からＰＢ２を経由し分析カラム（７０）へ導入される。第１の充填手段（
不図示）により送液されたバッファＢ（１０ｂ）は流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設け
たポートＰＢ５からＰＢ６、ル－プ（６２ｂｃ）、流路切り替えバルブ（５２ｃ）に設け
たポートＰＣ１からＰＣ２、ループ（６２ｂｂ）、試料導入バルブ（５１）に設けたポー
トＰＩ１からＰＩ２、ループ（６２ｂａ）、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設け
たポートＰＢ３からＰＢ４、を経由後、廃液として排出され、これによりループ（６２ｂ
ａ、６２ｂｂ、６２ｂｃ）を含めた、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）に設けたポー
トＰＢ５からＰＢ４までの流路がバッファＢで充填されることになる。なお、実際に分析
カラムに導入するバッファＢは、ループ（６２ｂａ）およびループ（６２ｂｂ）に充填さ
れたバッファＢである。第２の充填手段（不図示）により送液されたバッファＣ（１０ｃ
）は第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）に設けたポートＰＣ５からＰＣ６、ループ（６
２ｃ）、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）に設けたポートＰＣ３からＰＣ４、を経由
後、廃液として排出され、これによりループ（６２ｃ）を含めた、第２の流路切り替えバ
ルブ（５２ｃ）に設けたポートＰＣ５からＰＣ４までの流路がバッファＣで充填されるこ
とになる。なお、実際に分析カラムに導入するバッファＣは、ループ（６２ｃ）に充填さ
れたバッファＣである。試料充填手段（不図示）により送液された試料（２０）は試料導
入バルブ（５１）に設けたポートＰＩ５からＰＩ６、ループ（６１）、試料導入バルブ（
５１）に設けたポートＰＩ３からＰＩ４、を経由し廃液として排出され、これによりルー
プ（６１）を含めた試料導入バルブ（５１）に設けたポートＰＩ５からＰＩ４までの流路
が試料で充填されることになる。なお、実際に分析カラムに導入する試料は、ループ（６
１）に充填された試料である。バッファＢをループ（６２ｂ）に充填するための第１の充
填手段、バッファＣをループ（６２ｃ）に充填するための第２の充填手段および試料を充
填するための試料充填手段に特に制限はなく、一例としてシリンジやポンプがあげられる
。また、充填方法も特に制限はなく、シリンジなどを用いて手動で充填してもよいし、ポ
ンプなどの自動送液手段を用いて充填してもよい。
【００３３】
　図１３ａ（図１５）に示す、本発明の流路系を備えた液体クロマトグラフィ装置を用い
た、グラジエント溶出法について図１６を用いて詳細に説明する。
【００３４】
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　工程１　初期化およびバッファＢ／Ｃ／試料充填工程（図１６ａ）
　第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）、試料導
入バルブ（５１）はいずれもＯＦＦ状態とし、ループ（６２ｂａ、６２ｂｂ、６２ｂｃ）
にバッファＢを、ループ（６２ｃ）にバッファＣを、ループ（６１）に試料を、充填手段
（不図示）を用いてそれぞれ充填する。なお、バッファＡは第１の流路切り替えバルブ（
５２ｂ）を経由し、分析カラム（７０）へ導入される。
【００３５】
　工程２　バッファＢ／試料／バッファＣ連結工程（図１６ｂ）
　バッファＡによる分析カラム（７０）平衡化ならびにバッファＢ／Ｃ／試料のループへ
の充填完了後、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）および試料導入バルブ（５１）をＯ
Ｎ状態にし、バッファＢを充填したループ（６２ｂａ、６２ｂｂ、６２ｂｃ）、試料を充
填したループ（６１）およびバッファＣを充填したループ（６２ｃ）を連結する。なお、
本操作は低圧下（例えば、大気圧下）で行なうため、操作に伴うループ（６２ｂａ、６１
、６２ｂｂ、６２ｃ、６２ｂｃ）内の圧力変動は生じない。
【００３６】
　工程３　バッファＢ／試料／バッファＣ導入工程（図１６ｃ）
　工程２から一定時間経過後、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＮ状態にし、バ
ッファＡを送液する流路と、工程２で連結したバッファＢ、試料およびバッファＣを充填
した流路（すなわちループ（６２ｂａ）、ループ（６１）、ループ（６２ｂｂ）、ループ
（６２ｃ）、ループ（６２ｂｃ））とを連結する。これにより、バッファＡ（押出液）で
押し出される形でループ（６２ｂａ）に充填したバッファＢ、ループ（６１）に充填した
試料、ループ（６２ｂｂ）に充填したバッファＢ、バッファＣの順に分析カラム（７０）
へ導入され、試料の導入ならびにバッファＢによる試料成分の溶出およびバッファＣによ
る試料成分の溶出を行なう。
【００３７】
　なお、本発明の流路系の別の態様において、バッファＡとバッファＢは異なる組成であ
ってもよいし、同じ組成であってもよい。
【発明の効果】
【００３８】
　本発明の流路系は、
押出液を送液する送液手段と、
第１の溶液を充填可能なループと前記ループに第１の溶液を充填する第１の充填手段とを
設け、第１の充填手段で第１の溶液を前記ループに充填可能な状態と前記ループに充填し
た第１の溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切り替え可能な、
第１の流路切り替え手段と、
第ｎ（ｎは２以上）の溶液を充填可能なループと前記ループに第ｎの溶液を充填する第ｎ
の充填手段とを設け、第ｎの充填手段で第ｎの溶液を前記ループに充填可能な状態と前記
ループに充填した第ｎの溶液を送液手段で送液された押出液により送液可能な状態とを切
り替え可能な、第ｎの流路切り替え手段と、
を備えた流路系であって、
第ｎの流路切り替え手段を、第（ｎ－１）の流路切り替え手段に設けたループに備えてい
ることを特徴としている。
【００３９】
　流路切り替え手段のスイッチングにより溶離液を切り替えることで、ステップグラジエ
ントを送液する装置は、これまでもあった（例えば図５および図６の装置）が、本発明の
流路系は図５および図６の装置と比較し、高圧状態での流路切り替え数を減らすことがで
きる。例えば、５種類の溶離液（バッファ）を用いたステップグラジエント送液において
、図５および図６のような一般的な流路切り替え手段（バルブ）の切り替えによりステッ
プグラジエントを送液する場合は、図１７ａに示すように、１回の分析で、試料の導入に
１回、溶離液（バッファ）の切り替えに４回の合計５回圧力変動が生じる。一方、本発明
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の流路系の一態様（図９ａ）では、図１７ｂに示すように１回の分析で、試料の導入に１
回、溶離液（バッファ）の切り替えに１回の合計２回の圧力変動で済む。さらに、本発明
の流路系の別の態様（図１４ａ）では、図１７ｃに示すように、１回の分析で、試料およ
び溶離液（バッファ）導入時の１回の圧力変動で済む。
【００４０】
　ｎ種類の溶離液（バッファ）を用いてステップグラジエントを作成し送液する場合の、
１分析あたりの高圧状態での切り替え回数の一覧を表１に示す。
【００４１】
【表１】

表１に示すように、一般的なバルブ切り替えによるステップグラジエントでは、溶離液（
バッファ）数の増大に伴い、高圧状態での切り替え（すなわち圧力変動）の回数も増加す
る。一方、本発明の流路系の一態様（図８および図９）では溶離液（バッファ）数が増大
しても高圧状態での切り替え（すなわち圧力変動）は常に２回で済み、本発明の流路系の
別の態様（図１３および図１４）では溶離液（バッファ）数が増大しても高圧状態での切
り替え（すなわち圧力変動）は常に１回で済む。よって、例えば本発明の流路系を、液体
クロマトグラフ装置に備えたとき、液体クロマトグラフ装置に備えた検出器に余分なノイ
ズを与えることがなくなり、クロマトグラムに現れるスパイク状のノイズも抑えられるた
め、より高精度な分析が可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００４２】
【図１】高圧グラジエント送液装置を備えた液体クロマトグラフ装置の従来からある態様
を示している。
【図２】図１の高圧グラジエント送液装置で作成したグラジエントプロファイルの一例を
示している。
【図３】低圧グラジエント送液装置を備えた液体クロマトグラフ装置の従来からある態様
を示している。ａは初期化工程、ｂはバッファＢ導入工程、ｃはバッファＣ導入工程にお
ける流路構成を示しており、太線はバッファの流路を示している。
【図４】図３の低圧グラジエント送液装置で作成したグラジエントプロファイルの一例を
示している。
【図５】ステップグラジエント送液装置を備えた液体クロマトグラフ装置の従来からある
態様を示している。
【図６】図５のステップグラジエント送液装置を用いて各バッファを送液する際の流路構
成を示している。ａはバッファＡ、ｂはバッファＢ、ｃはバッファＣを送液する場合にお
ける流路構成を示しており、太線はバッファの流路を示している。
【図７】本発明の流路系によるステップグラジエント作成の概念図を示している。
【図８】本発明の流路系の一態様を示している。ａは３種類のバッファ使用時の、ｄは４
種類のバッファ使用時の、流路系の一態様をそれぞれ示している。
【図９】本発明の流路系の一態様を示している。ａは５種類のバッファ使用時の、ｂはｎ
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種類のバッファ使用時の、流路系の一態様をそれぞれ示している。
【図１０】図８ａの流路系のうち、流路切り替えバルブ付近を拡大した図を示している。
太線は分析カラムに導入するバッファが充填される領域を示している。
【図１１】図８ａの流路系を用いたステップグラジエント送液を示している。ａは初期化
およびバッファＢ／Ｃ／試料充填工程、ｂは試料導入工程における流路系をそれぞれ示し
ている。
【図１２】図８ａの流路系を用いたステップグラジエント送液を示している。ａはバッフ
ァＢ／Ｃ連結工程、ｂはバッファＢ／Ｃ導入工程における流路系をそれぞれ示している。
【図１３】本発明の流路系の別の態様を示している。ａは３種類のバッファ使用時の、ｄ
は４種類のバッファ使用時の、流路系の一態様をそれぞれ示している。
【図１４】本発明の流路系の別の態様を示している。ａは５種類のバッファ使用時の、ｂ
はｎ種類のバッファ使用時の、流路系の一態様をそれぞれ示している。
【図１５】図１３ａの流路系のうち、流路切り替えバルブ付近を拡大した図を示している
。太線は分析カラムに導入するバッファまたは試料が充填される領域を示している。
【図１６】図１３ａの流路系を用いたステップグラジエント送液を示している。ａは初期
化およびバッファＢ／Ｃ／試料充填工程、ｂはバッファＢ／試料／バッファＣ連結工程、
ｃはバッファＢ／試料／バッファＣ導入工程における流路系をそれぞれ示している。
【図１７】５種類のバッファを用いてステップグラジエントを行なった時の模式的な圧力
変動を示している。ａは従来からある送液装置（図５）を、ｂは本発明の流路系の一態様
（図９ａ）を、ｃは本発明の流路系の別の態様（図１４ａ）を、それぞれ用いたときの圧
力変動を示している。
【図１８】実施例１で使用した装置の全体構成を示している。
【図１９】実施例１において、流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態
に切り替えるまでの時間を変化（０分、５分、１０分）させたときの、検出器の出力変化
を示している。
【図２０】実施例１において、ループ（６２ｂ）の容量を変化（９７．１μＬ、１４５．
７μＬ、１９４．３μＬ、２３８．４μＬ）させたときの、検出器の出力変化を示した図
である。
【図２１】実施例１において、ループ（６２ｃ）の容量を変化（９７．１μＬ、１４５．
７μＬ、１９４．３μＬ、２３８．４μＬ）させたときの、検出器の出力変化を示した図
である。
【図２２】実施例２および３で使用した液体クロマトグラフ装置の全体構成を示している
。
【図２３】実施例４で使用した液体クロマトグラフ装置の全体構成を示している。
【図２４】実施例２で検証したグラジエントプロファイル（ステップグラジエント条件）
を示している。
【図２５】図２４に示す各グラジエントプロファイルを用いて試料分析した結果（クロマ
トグラム）を示している。下段がプロファイル１、中段がプロファイル２、上段がプロフ
ァイル３で試料分析したときのクロマトグラムを示し、矢印は流路切り替えバルブ（５２
ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態に切り替えるタイミングを示している。
【図２６】実施例３で実施した試料分析のクロマトグラム（上段）および圧力変動（下段
）の一例を示している。
【図２７】実施例３で実施した試料分析（１０回）のクロマトグラム（ａ）および圧力変
動（ｂ）を示している。
【図２８】実施例４で実施した試料分析のクロマトグラム（上段）および圧力変動（下段
）の一例を示している。
【図２９】実施例４で実施した試料分析（１０回）のクロマトグラム（ａ）および圧力変
動（ｂ）を示している。
【実施例】
【００４３】
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　以下、実施例により本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるも
のではない。
【００４４】
　実施例１
　図８ａに示す本発明の流路系を備えた液体クロマトグラフ装置のうち、分析カラム（７
０）の代わりに抵抗管（１００）を備えた装置を用いて、本発明の流路系の効果を検証し
た。
【００４５】
　本実施例で用いた装置の全体構成を図１８に示す。送液ポンプ（３１）はＵＮＩＦＬＯ
ＷＳ社製のポンプを、流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）はレオダイン製７０１０を
、検出器（９０）は東ソー製ＵＶ－８０２０（マイクロセル、波長２５４ｎｍ）を、それ
ぞれ使用した。溶離液Ａ（バッファＡ）（１０ａ）として純水を、溶離液Ｂ（バッファＢ
）（１０ｂ）として０．１％アセトン水溶液を、溶離液Ｃ（バッファＣ）（１０ｃ）とし
て０．２％アセトン水溶液を、それぞれ使用した。アセトンは紫外吸収を有するため、ア
セトンの組成変化を紫外検出器でモニターして検証した。
【００４６】
　まず、２つの流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）をともにＯＦＦ状態にし、送液ポ
ンプ（３１）により送液されるバッファＡを検出器（９０）に直接導入し、バッファＢを
ループ（６２ｂ）に、バッファＣをループ（６２ｃ）に充填手段（不図示）を用いてそれ
ぞれ充填する。各ループにバッファを充填した後、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）
をＯＦＦ状態からＯＮ状態にして、バッファＢとバッファＣとを大気圧下で連結する。一
定時間経過後、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＮ状態にすることで、まずバッ
ファＡ、その後バッファＡで押し出す形でバッファＢ、バッファＣの順に検出器（９０）
に導入する。
【００４７】
　図１９は、図１８においてループ（６２ｂ、６２ｃ）の容量は固定し、流路切り替えバ
ルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態に切り替えるまでの時間を変化させたときの、
検出器の出力変化を示した図である。なお、ループ（６２ｂ）のうち実際に検出器へ導入
される部分（第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）出口側）は内径０．７５ｍｍ×３３０
ｍｍのポリエーテルエーテルケトン（ＰＥＥＫ）チューブからなり容量は１４５．７μＬ
、ループ（６２ｃ）は内径０．７５ｍｍ×５４０ｍｍのＰＥＥＫチューブからなり容量は
２３８．４μＬ、各バッファの流速は毎分１３μＬ、である。図１９より、第１の流路切
り替えバルブ（５２ｂ）を切り替えるタイミング（すなわち検出器へのバッファＡの導入
時間）を変化させても、検出器へのバッファＢおよびバッファＣの導入時間は変化しない
ことから、ステップグラジエントが適正に行なわれていることがわかる。
【００４８】
　図２０は、図１８においてループ（６２ｃ）の容量および第１の流路切り替えバルブ（
５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態に切り替えるまでの時間を固定し、ループ（６２ｂ）
の容量（ループ（６２ｂ）のうち第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）出口側の容量）を
変化させたときの、検出器の出力変化を示した図である。なお、ループ（６２ｃ）は内径
０．７５ｍｍ×５４０ｍｍのＰＥＥＫチューブからなり容量は２３８．４μＬ、各溶離液
（バッファ）の流速は毎分１３μＬ、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態
からＯＮ状態に切り替えるまでの時間は０分、である。図２０より、ループ（６２ｂ）の
容量を変化させても、バッファＡからバッファＢに切り替わるタイミングおよびバッファ
Ｃの検出器への導入時間は変化しないことから、ステップグラジエントが適正に行なわれ
ていることが分かる。
【００４９】
　図２１は、図１８においてループ（６２ｂ）の容量および第１の流路切り替えバルブ（
５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態に切り替えるまでの時間を固定し、ループ（６２ｃ）
の容量を変化させたときの、検出器の出力変化を示した図である。なお、ループ（６２ｂ
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）のうち実際に検出器へ導入される部分（第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）出口側）
は内径０．７５ｍｍ×５４０ｍｍのＰＥＥＫチューブからなり容量は２３８．４μＬ、各
溶離液（バッファ）の流速は毎分１３μＬ、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦ
Ｆ状態からＯＮ状態に切り替えるまでの時間は０分、である。図２１より、ループ（６２
ｃ）の容量を変化させても、バッファＢからバッファＣに切り替わるタイミングおよびバ
ッファＢの検出器への導入時間は変化しないことから、ステップグラジエントが適正に行
なわれていることがわかる。
【００５０】
　実施例２
　図８ａに示す本発明の流路系を備えた液体クロマトグラフ装置を用いて、本発明の流路
系の効果を検証した。
【００５１】
　本実施例で用いた液体クロマトグラフ装置の全体構成を図２２に示す。送液ポンプ（３
１）はＵＮＩＦＬＯＷＳ製ポンプを、流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）はレオダイ
ン社製７０１０を、試料導入バルブ（５１）はレオダイン社製７４１０を、分析カラム（
７０）は逆相クロマトグラフィ用カラム（東ソー製ＴＳＫ－ＧＥＬ　ＯＤＳ－１００Ｖ：
粒径３μｍ、内径１ｍｍ、長さ３５ｍｍ）を、カラム恒温槽（８０）は東ソー製ＣＯ－８
０２０を、検出器（９０）は東ソー製ＵＶ－８０２０（マイクロセル、波長２５４ｎｍ）
を、それぞれ使用した。溶離液Ａ（バッファＡ）（１０ａ）としてアセトニトリル／水（
３５／６５）を、溶離液Ｂ（バッファＢ）（１０ｂ）としてアセトニトリル／水（４５／
５５）を、溶離液Ｃ（バッファＣ）（１０ｃ）としてアセトニトリル／水（６０／４０）
を、それぞれ使用した。試料（２０）は、ｐ－ヒドロキシ安息香酸メチル（Ｃ１）、ｐ－
ヒドロキシ安息香酸エチル（Ｃ２）、ｐ－ヒドロキシ安息香酸プロピル（Ｃ３）、ｐ－ヒ
ドロキシ安息香酸ブチル（Ｃ４）、ｐ－ヒドロキシ安息香酸ｎ－ヘキシル（Ｃ６）、ｐ－
ヒドロ安息香酸ｎ－ヘプチル（Ｃ７）の混合物を使用し、１分析あたり０．５μＬを分析
カラムに導入した。
【００５２】
　ループ（６２ｂ）のうち実際に検出器へ導入される部分（第２の流路切り替えバルブ（
５２ｃ）出口側）は内径０．７５ｍｍ×３３０ｍｍのＰＥＥＫチューブからなり容量は１
４５．７μＬ、ループ（６２ｃ）は内径０．７５ｍｍ×５４０ｍｍのＰＥＥＫチューブか
らなり容量は２３８．４μＬ、各溶離液（バッファ）の流速は毎分１５μＬ、にそれぞれ
固定し、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態に切り替えるま
での時間を変化させて、試料の分析を行なった。
【００５３】
　２つの流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）がＯＦＦ状態では、送液ポンプ（３１）
により送液されるバッファＡを直接分析カラム（７０）に導入することで初期化および平
衡化が行なわれ、バッファＢは充填ポンプ（３２ｂ）によりループ（６２ｂ）に、バッフ
ァＣは充填ポンプ（３２ｃ）によりループ（６２ｃ）にそれぞれ充填される。初期化（平
衡化）の終了および各ループへの溶離液（バッファ）充填後、試料導入バルブ（５１）を
用いて試料充填ポンプ（不図示）によりループ（６１）に充填された試料を導入すること
で分析カラム（７０）に試料を導入し、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）をＯＦＦ状
態からＯＮ状態にして、バッファＢとバッファＣとを大気圧下で連結する。一定時間経過
後、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態にすることで、まず
バッファＡ、その後バッファＡで押し出す形でバッファＢ、バッファＣの順に分析カラム
（７０）へ導入し試料中の目的成分の溶出を行なう。
【００５４】
　検証は表２および図２４に示す３種類のグラジエントプロファイル（ステップグラジエ
ント条件）を用いて行なった。
【００５５】
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【表２】

プロファイル１では、試料注入後１１分で第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ
状態からＯＮ状態に切り替えることで、まずバッファＡを１１分間、次にバッファＢを約
９．７分間、その次にバッファＣを約１５．９分間、分析カラムに導入して試料を分析す
る。プロファイル２では、試料注入後１８分で第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯ
ＦＦ状態からＯＮ状態に切り替えることで、まずバッファＡを１８分間、次にバッファＢ
を約９．７分間、その次にバッファＣを約１５．９分間、分析カラムに導入して試料を分
析する。プロファイル３では、試料注入後３３分で第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）
をＯＦＦ状態からＯＮ状態に切り替えることで、まずバッファＡを３３分間、次にバッフ
ァＢを約９．７分間、その次にバッファＣを約１５．９分間、分析カラムに導入して試料
を分析する。
【００５６】
　前記３つのプロファイルで試料を分析した結果のクロマトグラムを図２５に示す。プロ
ファイル１（図２５の下段）では、Ｃ１およびＣ２がバッファＡにより、Ｃ３およびＣ４
がバッファＢにより、Ｃ６およびＣ７がバッファＣによりそれぞれ溶出されていることが
わかる。プロファイル２（図２５の中段）では、Ｃ１、Ｃ２およびＣ３がバッファＡによ
り、Ｃ４がバッファＢにより、Ｃ６およびＣ７がバッファＣによりそれぞれ溶出されてい
ることがわかる。プロファイル３（図２５の上段）では、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３およびＣ４が
バッファＡにより、Ｃ６およびＣ７がバッファＣによりそれぞれ溶出されていることがわ
かる。
【００５７】
　実施例３
　図８ａに示す本発明の流路系を備えた液体クロマトグラフ装置の分析精度を確認するた
めに、再現性を検証した。
【００５８】
　本実施例で用いた液体クロマトグラフ装置は、ループ（６２ｃ）を内径０．７５ｍｍ×
６２０ｍｍのＰＥＥＫチューブからなる容量２８７．０μＬのループに、各溶離液（バッ
ファ）の流速を毎分１３μＬに、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態から
ＯＮ状態にする時間を１１分固定に、それぞれした他は、実施例２と同じである。なお、
２つの流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）および試料導入バルブ（５１）は実施例２
のバルブに自動化機構を付加したものを使用している。
【００５９】
　実施例２で使用した試料を用いて１０回分析を行なった。そのうちの１回の分析におけ
るクロマトグラム（上段）および圧力変動（下段）を図２６に、１０回全ての分析におけ
るクロマトグラム（ａ）および圧力変動（ｂ）を図２７に、１０回分析を行なったときの
再現性結果を表３および表４にそれぞれ示す。
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【００６０】
【表３】
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【００６１】
【表４】

圧力変動（図２６の下段）を確認すると、試料注入時（０分）、および流路切り替えバル
ブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯＮ状態にする時点（試料注入後１１分）で、スパイク状
の圧力変動が生じているものの、バッファＢからバッファＣへの切り替え時には前記圧力
変動が生じていないことが分かる。なお、試料注入後２０分から圧力が徐々に低下してい
るが、これはバッファＢからバッファＣに切り替わったことによる粘度の低下が原因であ
り、流路切り替えバルブの１回の切り替えによりバッファ切り替えが正常に行なわれてい
ることの証でもある。クロマトグラム（図２６の上段）より、Ｃ１およびＣ２がバッファ
Ａにより、Ｃ３およびＣ４がバッファＢにより、Ｃ６およびＣ７がバッファＣによりそれ
ぞれ溶出されていることがわかる。溶出時間のＣＶ（変動係数）は０．１１７％から０．
３１８％（表３ａ）、ピーク高さのＣＶは０．２４６％から１．０５２％（表３ｂ）、ピ
ーク面積のＣＶは０．１７０％から１．３３８％（表４ｃ）であり、良好な再現性が得ら
れていることがわかる。
【００６２】
　実施例４
　図１３ａに示す本発明の流路系を備えた液体クロマトグラフ装置の分析精度を確認する
ために、再現性を検証した。
【００６３】
　本実施例で用いた液体クロマトグラフ装置の全体構成を図２３に示す。送液ポンプ（３
１）はＵＮＩＦＬＯＷＳ製ポンプを、流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）はレオダイ
ン社製７０１０を、試料導入バルブ（５１）はレオダイン社製７４１０を、分析カラム（
７０）は逆相クロマトグラフィ用カラム（東ソー製ＴＳＫ－ＧＥＬ　ＯＤＳ－１００Ｖ：
粒径３μｍ、内径１ｍｍ、長さ３５ｍｍ）を、カラム恒温槽（８０）は東ソー製ＣＯ－８
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０２０を、検出器（９０）は東ソー製ＵＶ－８０２０（マイクロセル、波長２５４ｎｍ）
を、それぞれ使用した。溶離液Ａ（バッファＡ）（１０ａ）としてアセトニトリル／水（
７０／３０）を、溶離液Ｂ（バッファＢ）（１０ｂ）としてアセトニトリル／水（５／９
５）を、溶離液Ｃ（バッファＣ）（１０ｃ）としてアセトニトリル／水（４５／５０）を
、それぞれ使用した。試料（２０）は、ｐ－ヒドロキシ安息香酸メチル（Ｃ１）、ｐ－ヒ
ドロキシ安息香酸エチル（Ｃ２）、ｐ－ヒドロキシ安息香酸プロピル（Ｃ３）、ｐ－ヒド
ロキシ安息香酸ブチル（Ｃ４）、ｐ－ヒドロキシ安息香酸ｎ－ヘキシル（Ｃ６）、ｐ－ヒ
ドロ安息香酸ｎ－ヘプチル（Ｃ７）の混合物を使用し、１分析あたり０．５μＬを分析カ
ラムに導入した。
【００６４】
　ループ（６２ｂａ）は内径０．７５ｍｍ×３３０ｍｍのＰＥＥＫチューブからなり容量
は１４５．７μＬ、ループ（６２ｂｂ）は内径０．７５ｍｍ×２２０ｍｍのＰＥＥＫチュ
ーブからなり容量は９７．１μＬ、ループ（６２ｃ）は内径０．７５ｍｍ×６８０ｍｍの
ＰＥＥＫチューブからなり容量は３００．３μＬ、各溶離液（バッファ）の流速は毎分１
５μＬ、にそれぞれ固定し、２つの流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）および試料導
入バルブ（５１）の切り替えにより、ステップグラジエントによる試料の分析を行なった
。
【００６５】
　最初は、２つの流路切り替えバルブ（５２ｂ、５２ｃ）および試料導入バルブ（５１）
を全てＯＦＦ状態とし、送液ポンプ（３１）により送液されるバッファＡを直接分析カラ
ム（７０）に導入することで、分析カラムの洗浄が行なわれ、バッファＢは第１の充填ポ
ンプ（３２ｂ）によりループ（６２ｂａ、６２ｂｂ、６２ｂｃ）に、バッファＣは第２の
充填ポンプ（３２ｃ）によりループ（６２ｃ）に、試料（２０）は試料充填ポンプ（不図
示）によりループ（６１）にそれぞれ充填する。各ループへの溶離液（バッファ）または
試料充填後、第２の流路切り替えバルブ（５２ｃ）および試料導入バルブ（５１）をＯＦ
Ｆ状態からＯＮ状態にし、試料、バッファＢ、バッファＣを大気圧下で連結する。前記連
結および分析カラムの洗浄後、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＦＦ状態からＯ
Ｎ状態にすることで、ステップグラジエントによる試料の分析を開始する。まず、バッフ
ァＡで押し出す形でループ（６２ｂａ）に充填したバッファＢを分析カラム（７０）へ導
入し、分析カラム（７０）の初期化（平衡化）を行なう。次に、ループ（６１）に充填し
た試料を分析カラム（７０）へ導入する。その後、ループ（６２ｂｂ）に充填したバッフ
ァＢを分析カラム（７０）へ導入し、分析カラム（７０）導入口側に試料が濃縮される。
そして、ループ（６２ｃ）に充填したバッファＣを分析カラム（７０）へ導入し、実際の
試料分析を行なう。第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＮ状態にしてから１９分後
、第１の流路切り替えバルブ（５２ｂ）をＯＮ状態からＯＦＦ状態にすることで、再びバ
ッファＡが分析カラム（７０）へ導入される。
【００６６】
　１０回分析を行なったうちの１回の分析におけるクロマトグラム（上段）および圧力変
動（下段）を図２８に、１０回全ての分析におけるクロマトグラム（ａ）および圧力変動
（ｂ）を図２９に、１０回分析を行なったときの再現性結果を表５および表６にそれぞれ
示す。Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３およびＣ４がバッファＣにより、Ｃ６およびＣ７がバッファＡに
よりそれぞれ溶出されていることがわかる。溶出時間のＣＶ（変動係数）は０．０８６％
から０．１９０％（表５ａ）、ピーク高さのＣＶは０．２５６％から１．５９９％（表５
ｂ）、ピーク面積のＣＶは０．３４９％から５．４３４％（表６ｃ）であり、良好な再現
性が得られていることがわかる。
【００６７】
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【表５】

【００６８】
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【表６】

【符号の説明】
【００６９】
　１０：溶離液（バッファ）
　２０：試料
　３１：送液ポンプ
　３２：溶離液（バッファ）充填ポンプ
　４０：合流ブロック
　５１：試料導入バルブ
　５２：流路切り替えバルブ
　５３：電磁弁
　６１：試料（サンプル）ループ
　６２：溶離液（バッファ）ループ
　７０：分析カラム
　８０：カラム恒温槽
　９０：検出器
　１００：抵抗管
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